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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
ATPS  aqueous two-phase system oziroma dvofazni vodni sistemi 
PEG  polietilen glikol 
 
R  Splošna plinska konstanta [J/mol K]  
NA  Avogadrovo število [1/mol] 
K  Boltzmanova konstanta [J/K] 
T  Absolutna temperatura [K] 
ρ  Gostota [kg/m3] 
G  Gibbsova prosta energija [J] 
H  Entalpija [J] 
S  Entropija [J/K] 
w  Energija [J] 
n  Število molekul [/] 
P  Število segmentov [/] 
𝜙   Volumski delež [/] 
χ  Floryjev parameter interakcij  [/] 
z  Koordinacijsko število [/] 
µ  Kemijski potencial [J/mol] 
a  Interakcijski koeficient [g/mol] 
m  Molalnost [mol/g] 
TLL  Tie line length oziroma dolžina vezne črte  [mol/L] 
C  Koncentracija [mol/L] 
Kp  Poazdelitveni koeficient [/] 
 
  
  
 
  
Termodinamske osnove dvofaznih vodnih sistemov 
Povzetek: Princip dvofaznega vodnega sistema se uporablja za frakcionacijo 
tekoče-tekoče, ki se je zaradi uporabe pri ekstrakciji, ločevanju, čiščenju in 
obogatitvi beljakovin, membran, virusov in drugih biomolekul razširila tako na 
laboratorijskem nivoju kot tudi v industriji. Ključne lastnosti tega načina 
separacije so prijazno okolje za biološke makromolekule, visok izkoristek in 
možnost enostavnega prenosa procesa na proizvodni nivo (»scale up«), prav tako 
pa je okolju prijazna ter finančno ugodna metoda . Opisali bomo njene temeljne 
lastnosti, postopek separacije faz in termodinamske osnove dvofaznih vodnih 
sistemov. 
Ključne besede: termodinamika, ekstrakcija biomolekul, separacija faz 
 
 
 
Thermodynamic basis of aqueous two-phase systems 
Abstract: The principle of the aqueous two-phase system is used for liquid-liquid 
fractionation, which has expanded due to its use in extraction, separation, 
purification and enrichment of proteins, membranes, viruses and other 
biomolecules, both in laboratory and on industrial level. This separation method 
provides a friendly environment for macromolecules, high efficiency and the 
possibility of scaling up the process to an industrial level. It is environmentally 
friendly and a financially favourable method. We will focus in describing the 
basic properties of aqueous two-phase systems, the process of phase partitioning 
and thermodynamic basis of this method. 
Keywords: thermodynamics, biomolecule extraction, phase partitioning 
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1 Uvod 
Vodni dvofazni sistemi so najpogosteje sestavljeni iz dveh polimerov ali pa iz polimera 
in soli. Pri polimer-polimer sistemu sta najpogosteje uporabljena polietilen glikol in 
dekstran, v primeru sistema polimer-sol pa so najbolj uporabljene soli fosfati, sulfati in 
citrati. Drugi tipi ATPS vsebujejo ionske tekočine in alkohole s kratkimi organskimi 
verigami. Navadno se dvofazni sistemi tvorijo med polarni in nepolarnimi 
komponentami. Vendar pa sta pri ATPS komponenti topni v vodi ne pa topni med seboj. 
To je razlog, da se pojavita dve različni fazi. Za separacijo topljencev, ki so občutljivi na 
ionsko moč okolja, se uporablja sistem polimer-polimer, saj je primeren za izolacijo. 
Polimer-sol sistem ima visoko ionsko moč, kar je edina slabost v primerjavi s polimer-
polimer sistemom. Alkohol-sol sistemi so cenejši v primerjavi s sistemi, ki vsebujejo 
polimere, njihova slabost je, da veliko število proteinov ni združljivo z fazo, ki vsebuje 
visoko vsebnost alkohola. Razvili so se različni sistemi: dvofazni micelarni vodni sistemi, 
sistemi z ionskimi tekočinami, večfazni sistemi – vsebujejo več polimerov ter sistemi z 
enim polimerom. Polietileni različnih molskih mas so pogosto uporabljeni polimeri zaradi 
nizke strupenosti in cene. [1] 
Leta 1896 je nizozemski mikrobiolog Martinus Beijerinck opazil, da se tvorita dve fazi 
pri mešanju vodne raztopine agarja ter topnega škroba. Per-Åke Albertsson je začel leta 
1954 z eksperimentiranjem, kako izolirati pirenoide iz alg Chlorella. Poskušal je z 
različnimi separacijskimi metodami, vendar je bil neuspešen. Leta 1955 je sedimentom, 
ki so vsebovali kloroplaste, primešal polietilen glikol. Tako je odkril ATPS in 
separacijsko metodo predstavil javnosti. Sistemi te vrste se tvorijo z mešanjem 
komponent v vodi. Najbolj so se razvili sistemi polimer-polimer ter polimer-sol. ATPS 
ima prednost pred ostalimi ekstrakcijskimi metodami v tem, da je poceni, ima zmožnost 
kontinuirnega izvajanja ter je učinkovit pri obnavljanju in očiščevanju biomolekul. [2] 
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2 Teorija 
2.1 Postopek separacije faz pri polimernih raztopinah 
 
Nastanek separacije faz v vodnem dvofaznem sistemu je kompleksen proces. Odvisen je 
od gostote, viskoznosti ter površinske napetosti posamezne faze. Vključuje vzpostavitev 
ravnotežja ter ločitev faz. Ravnotežje se hitro vzpostavi. Po doseženem ravnotežju sledi 
ločitev faz. Ločitev faz v glavnem poganjajo gravitacijska sila, sila vzgona ali sila trenja. 
Ravnotežje med temi tremi silami, določi kako se posamezna komponenta giblje. 
Gravitacijska sila je odvisna od gostote kapljic posameznih komponent, medtem ko je 
sila trenja odvisna od pretočnih lastnosti faz. 
Flory in Huggins sta razvila teorijo, ki najbolje opisuje osnovne značilnosti ločevanja faz. 
Teorija razlaga kako poteka separacija faz z opisovanjem polimernih raztopin in 
kvalitativnim opisom separacije. Izvirna teorija je bila velikokrat uporabljena za približen 
opis določenih sistemov, vendar najbolje opiše bistvo procesa. Osnovna težava je 
pridobiti izraz za prosto entalpijo, ki je povezana s tvorbo raztopine polimera z mešanjem 
čistih komponent. Predstavimo Gibbsovo prosto energijo mešanja ΔGm: 
 ∆𝐺𝑚 = ∆𝐻𝑚 − 𝑇∆𝑆𝑚 (1) 
Kjer je ΔHm vsota vseh mešalnih entalpij, T absolutna temperatura in ΔSm je vsota vseh 
mešalnih entropij.  
Za začetek predpostavimo, da imamo sistem le z enim polimerom v raztopini. Raztopina 
s polimerom predstavlja mrežo s prostimi mesti. Prosta mesta lahko zasedejo molekule 
topila ali polimerna skupina. Entalpija mešanja je podana z vsoto posameznih sprememb 
entalpije, povezane s tvorbo kontaktov med polimeri in topilom. Sprememba energije na 
posamezen kontakt je določena z enačbo: 
 ∆𝑤12 = 𝑤12 −
1
2
(𝑤11 − 𝑤22) (2) 
Kjer je w energija in indeks 1 ter 2 predstavljata obe komponenti sistema. Ta energija bo 
pozitivna, če se molekuli odbijata oziroma negativna, če se privlačita. 
Za mešanico med topilom (1) in polimerom (2) se kot entalpijo mešanice izračuna 
energijsko spremembo med kontakti, če jo pomnožimo s povprečnim številom kontaktov 
v mreži. 
 ∆𝐻𝑚 = ∆𝑤12 𝑧 𝑛1 𝜙2 (3) 
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V enačbi je z koordinacijsko število, n1 je število molekul topljenca, ki se nahajajo na 
mreži in ϕ2 je delež mreže, ki ga zasedajo polimerski deli. Naprej v enačbo uvedemo 
Floryjev parameter interakcij χ12, ki predstavlja največjo interaktivno energijo, ki jo lahko 
ima molekula topila v mešanici, ko je povsem obdana z polimerskimi segmenti.  
 𝜒12 =
∆𝑤12 𝑧
𝑘𝑇
 (4) 
 𝜙2 =
𝑛2𝑃2
𝑛1 + 𝑛2𝑃2
 (5) 
Pri drugi enačbi n2 predstavlja število molekul polimera na mreži in P število segmentov 
na polimerni molekuli. 
Izračunamo entropijo iz osnovne enačbe: 
 ∆𝑆𝑚 = 𝑘𝑙𝑛(𝑊) (6) 
W predstavlja število vseh možnih načinov razporeditve n1 molekul topljenca in n2 
molekul polimera na mreži. Če združimo prejšnje enačbe, dobimo nov izraz: 
 ∆𝑆𝑚 = −𝑘(𝑛1 ln(𝜙1) + 𝑛2ln (𝜙2)) (7) 
Enačbe združimo z enačbo za Gibbsovo prosto energijo mešanja: 
 ∆𝐺𝑚 = 𝑘𝑇(𝑛1𝑙𝑛(𝜙1) + 𝑛2𝑙𝑛(𝜙2) + 𝜒12𝑛1𝜙2) (8) 
Koncentracijske enote, ki nastopijo v enačbi so volumski deleži ϕ1 in ϕ2 topila in polimera. 
Teorija Flory-Huggins je zelo omejena s stališča spremembe volumna med mešanjem, saj 
ne velja kadar se pri mešanju volumen spremeni. Parameter P2, določa število enakih 
molekul topila in segmentov polimera. Prevzema, da se topilo in segmenti polimera lahko 
zamenjajo brez sprememb v mreži. 
Po vzpostavljenem preprostem sistemu, lahko izpeljemo splošno enačbo za sistem z več 
komponentami: 
 
∆𝐺𝑚 = 𝑘𝑇(𝑛1𝑙𝑛(𝜙1) + 𝑛2𝑙𝑛(𝜙2) + 𝑛3𝑙𝑛(𝜙3)
+ (𝑛1 + 𝑛2𝑃2 + 𝑛3𝑃3)(𝜙1𝜙2𝜒12 + 𝜙1𝜙3𝜒13 + 𝜙2𝜙3𝜒23)) 
(9) 
Kjer je komponenta 1 topilo in komponenti 2 in 3 sta dve vrsti polimera z značilnima 
molskima masama, določena s parametri P2 in P3. Ostali parametri so definirani kot: 
 𝜙𝑖 =
𝑛𝑖𝑃𝑖
𝑛1 + 𝑛2𝑃2 + 𝑛3𝑃3
 (10) 
 
Matija Pirc Termodinamske osnove dvofaznih vodnih sistemov 
4 
 
 𝜒𝑖𝑗 =
∆𝑤𝑖𝑗  𝑧
𝑘𝑇
 (11) 
 ∆𝑤𝑖𝑗 = 𝑤𝑖𝑗 −
1
2
(𝑤𝑖𝑖 + 𝑤𝑗𝑗) (12) 
Določimo še kemijski potencial katere koli izmed treh komponent: 
 𝜇𝑖 − 𝜇𝑖
0 = 𝑁𝐴(
∂∆𝐺𝑚
∂𝑛𝑖
)𝑛𝑗 (13) 
Kjer je NA Avogadrovo število, µi je kemijski potencial komponente i, kadar znaša 
koncentracija komponente i ϕi. Standardni kemijski potencial µ0i je v stanju, ko je 
koncentracija komponente i enaka 1. Izraz je izpeljan pri konstanti temperaturi in tlaku. 
Če sta prisotni dve fazi, mora biti v ravnotežju kemijski potencial komponente v 
posamezni fazi enak. Predpostavimo, da se µ1 obnaša kot funkcija ϕ2. Obstajati morata 
dve vrednosti ϕ2 na krivulji funkcije med µ1 in ϕ2, ki imata enako vrednost µ1. Ker ima ϕ2 
vrednostni interval od 0 do 1, mora µ1 padati kadar se koncentracija topila močno zniža. 
Iz tega razberemo, da če obstajata dve točki ϕ2 z enako vrednostjo µ1, potem sta prisotni 
dve fazi, saj mora funkcija potovati skozi minimum in maksimum, preden postane 
negativna. Razdalja med minimumom in maksimumom je večinoma majhna, odvisna je 
od zmožnosti mešanja polimerov. Kritične pogoje za mešanje polimerov ter začetke 
nastajanja obeh faz, predstavimo s točkami maksimuma, minimuma ter prevoja funkcije. 
Analitično lahko to stanje opišemo z enačbo: 
 
∂µ1
∂𝜙2
=
∂2µ1
∂𝜙2
2 = 0 (14) 
Z uporabo splošne enačbe za Gibbsovo prosto energijo lahko rešimo zgornjo enačbo. 
Pridobimo izraze za kritične vrednosti ϕi in χij, s katerimi bomo ločili fazi ter vzpostavili 
dvofazni sistem v enem topilu. Predpostavimo še, da sta polimera enako topna v 
komponenti 1 (P2 = P3) ter tako obvelja enačba χ12 = χ13. Rešitev enačbe za Gibbsovo 
prosto energijo nam poda: 
 𝜙2𝑐 = 𝜙3𝑐 =
(1 − 𝜙1𝑐)
2
 (15) 
 𝜒23𝑐 =
1
𝑃2𝜙2𝑐
 (16) 
Iz teh enačb sklepamo, da bo do faznega ločevanja prišlo, ko bo interakcijska energija 
med dvema tipoma polimernih segmentov pozitivna. Velja tudi, da višja kot je molska 
masa polimera, hitrejša bo separacija faz. Glede na to, da se χ12 in χ13 ne pojavita v 
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enačbah, lahko razberemo, da interakcije med polimerom in topilom ne vplivajo na 
separacijo. Na separacijo faz vplivajo le interakcije med segmenti. 
2.1.1 Razporeditev polimerov v sistemu 
Z uporabo Flory-Huggins teorije lahko razvijemo izraz za koeficient razdelitve tretjega 
polimera, ki ga dodamo v dvofazni vodni sistem. Najprej zapišemo enačbo za Gibbsovo 
prosto energijo za štiri komponente, kjer je prva komponenta topilo, ostale pa so polimeri. 
Četrto komponento definiramo kot polimer, ki se bo razporedil po sistemu, komponenti 
2 in 3 pa definiramo kot fazna polimera. Poenostavimo, da so vse komponente enako 
topne in tako velja χ12 = χ13 = χ14. Izračunamo kemijski potencial µ4 po enačbi: 
 
µ4 − µ4
0
𝑘𝑇
= 1 + ln(𝜙4)
+ 𝑃4 (−𝜙1 + 𝜙2 (χ24 −
1
𝑃2
) + 𝜙3 (χ34 −
1
𝑃3
)            
+ χ12(𝜙1 − 𝜙1𝜙2 − 𝜙1𝜙3) − χ23𝜙2𝜙3)) 
(17) 
 
Standardni kemijski potencial µ4
0 se nanaša na kemijski potencial komponente 4 pred 
mešanjem z ostalimi komponentami. Zapišemo zgornjo enačbo za vsako fazo posebej ter 
ju pri ravnotežju enačimo, saj morata biti kemijska potenciala enaka. Standardna 
kemijska potenciala četrte komponente lahko izpustimo iz enačbe, saj sta pri enakem 
referenčnem stanju v čistih komponentah enaka. Uvedemo še dodatne volumske deleže 
za zgornjo fazo ϕiz ter spodnjo fazo ϕis. 
 
𝐾4 = 𝑒𝑥𝑝 𝑃4 ((𝜙1
𝑧 − 𝜙1
𝑠)(1 − χ14) + (𝜙2
𝑧 − 𝜙2
𝑠) (
1
𝑃2
− χ24)
+ (𝜙3
𝑧 − 𝜙3
𝑠) (
1
𝑃4
− χ34)) 
(18) 
Kjer je K4 porazdelitveni koeficient komponente 4 definiran kot: 
 𝐾4 =
𝜙4
𝑧
𝜙4
𝑠  (19) 
Enačba za porazdelitveni koeficient makromolekule ponazarja pomembne značilnosti 
postopka separacije. Porazdelitveni koeficient se spreminja eksponentno glede na 
lastnosti komponente, ki se ločuje in celotnega sistema. Odvisen je tudi od molske mase 
makromolekule in od koncentracije druge in tretje komponente med fazama (ϕ2z – ϕ2s in 
ϕ3z – ϕ3s). Naslednja pomembna lastnost, ki vpliva na porazdelitveni koeficient je 
ravnotežje interakcijskih energij med makromolekulo in faznimi polimeri (χ24, χ34) ter 
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med makromolekulo in topilom (χ14), čeprav χ14 večkrat zanemarimo, saj sta volumska 
deleža topila v zgornji in spodnji fazi približno enaka. Iz enačbe tudi razberemo, da če se 
molska masa enega faznega polimera zniža, se bo količina makromolekule v tisti fazi 
povečala. Če predpostavimo, da je komponenta 2 koncentrirana v zgornji fazi, bomo z 
znižanjem P2 povečali vrednost izraza 1/(P2 – χ24) in ker je vrednost ϕ2z – ϕ2s pozitivna, 
se bo K4 povečal. Tako se nam bo tudi porazdelitev polimera v zgornjo fazo povečala.  
Ta postopek separacije velja za polimere ter tudi makromolekule z bolj zgoščeno 
konfiguracijo, npr. proteini. Izpeljana enačba za porazdelitveni koeficient deluje le za 
določene raztopine polimerov, ki se ravnajo po mrežastem modelu. Ta model temelji na 
predpostavkah, da se volumen sistema ne spreminja pri mešanju in da raztopine niso 
močno razredčene. Osnovan je na kemijskem potencialu makromolekule in aktivnostnem 
koeficientu. [3] 
2.2 Termodinamske osnove ravnotežja v dvofaznem vodnem sistemu 
 
Obstaja veliko različnih teorij za opis termodinamskih lastnosti polimernih raztopin. Že 
prej omenjena teorija za opis polimernih raztopin je mrežni model Flory in Huggins, ki 
se nanaša večinoma na preproste nepolarne sisteme brez specifičnih interakcij (npr. 
vodikove vezi).  
Edmond in Ogston sta razvila teorijo za opis ternarnih razredčenih vodnih dvofaznih 
sistemov, ki temelji na osmotski virialni enačbi razviti do drugega osmotskega virialnega 
koeficienta. Pri osmotski virialni enačbi v štiri-komponentnem sistemu, ki se sestoji iz 
vode, prvega polimera, drugega polimera in proteina, so kemijski potenciali funkcije 
molalnosti in interakcijskih koeficientov različnih komponent. Sistem opišemo z izrazi, 
kjer z 1 označimo vodo, z 2 prvi polimer, s 3 drugi polimer, s 4 protein ter molalnost z m 
in interakcijske koeficiente z a: 
 ∆µ2 = 𝑅𝑇(ln 𝑚2 + 𝑎22𝑚2 + 𝑎23𝑚3+𝑎24𝑚4) (20) 
 ∆µ3 = 𝑅𝑇(ln 𝑚3 + 𝑎33𝑚3 + 𝑎23𝑚2+𝑎34𝑚4) (21) 
 ∆µ𝑝 = 𝑅𝑇(ln 𝑚4 + 𝑎44𝑚4 + 𝑎2𝑝𝑚2+𝑎34𝑚3) (22) 
 
Izraz za kemijski potencial vode v štiri-komponentnem sistemu dobimo z uporabo Gibbs-
Duhemove enačbe: 
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∆µ1 = −𝑅𝑇𝑉1𝜌1 (𝑚2 + 𝑚3 + 𝑚4 +
𝑎22
2
𝑚2
2 +
𝑎33
2
𝑚3
2 +
𝑎22
2
𝑚4
2
+ 𝑎23𝑚2𝑚3 + 𝑎24𝑚3𝑚4) 
(23) 
Kemijski potenciali v enačbah so relativno podani glede na standardno stanje, ki je enako 
v obeh tekočih fazah. Edmond in Ogston v svoji teoriji koeficiente 𝑎22, 𝑎23 in 𝑎33 
neposredno povezujeta s tradicionalnimi drugimi virialnimi koeficienti Aij: 
 2𝐴22 =
1000𝑎22
𝑀2
2  (24) 
 2𝐴33 =
1000𝑎33
𝑀3
2  (25) 
 2𝐴23 =
1000𝑎23
𝑀2𝑀3
 (26) 
Zaradi elektrostatskega naboja, enačba (22) ne natančno opiše ločitev biomolekul z 
visokim nabojem. Zato enačbi (22) dodamo še efekt elektrostatskega naboja ter dobimo 
enačbo: 
 ∆µ4 = 𝑅𝑇(ln 𝑚4 + 𝑎44𝑚4 + 𝑎24𝑚2+𝑎34𝑚3) + 𝑧4𝐹𝜙 (27) 
Pri izračunu faznega ravnotežja predpostavimo, da je člen elektrostatskega naboja v obeh 
fazah enak in odpade kadar so kemijski potenciali enaki. Ujemanje med 
eksperimentalnimi in izračunanimi podatki za srednje razredčene vodne raztopine (≤ 20 
ut.% polimera) je primerno za sistem polimerov PEG in dekstrana. V primeru sistema 
sol-voda sta ti dve komponenti obravnavani kot ena ter porazdelitev soli med fazama ni 
upoštevana. [4] 
2.2.1 Zveza med porazdelitvenim koeficientom in aktivnostjo 
Pri ravnotežju dveh faz je kemijski potencial komponente i v obeh fazah enak: 
 𝜇𝑖
𝑧 = 𝜇𝑖
𝑠  (28) 
 
Za obe fazi izberemo enak standardni kemijski potencial µi
0 in zapišemo naslednjo 
enačbo: 
 𝜇𝑖
0 + 𝑅𝑇 𝑙𝑛(𝑓𝑖
𝑧𝐶𝑖
𝑧) = 𝜇𝑖
0 + 𝑅𝑇 𝑙𝑛(𝑓𝑖
𝑠𝐶𝑖
𝑠) (29) 
Kjer C predstavlja molalno koncentracijo, f je aktivnostmi koeficient in K porazdelitveni 
koeficient. Nadaljnje lahko izpeljemo: 
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𝐶𝑖
𝑧
𝐶𝑖
𝑠 =
𝑓𝑖
𝑠
𝑓𝑖
𝑧 = 𝐾 (30) 
Ker je izbrani standardni kemijski potencial v obeh fazah enak, lahko ugotovimo, da je 
porazdelitveni koeficient obratno sorazmeren razmerju med aktivnostim koeficientom 
substance v zgornji in spodnji fazi. [5] 
2.2.2 Vpliv koncentracije polimera 
Med mnogimi teoretičnimi modeli, ki so sposobni opisati termodinamsko obnašanje 
proteinov v vodnem sistemu, sta Brooks in Albertsson predlagala uporabo teorije Flory-
Huggins. Dokazala sta, da z modelom Flory-Huggins lahko kvalitativno napovemo 
porazdelitev proteinov v sistemu.   
Diamond in Hsu sta poenostavila Flory-Hugginsov model za termodinamiko raztopin in  
zapisala naslednjo enačbo: 
 
𝑙𝑛(𝐾𝑝)
(𝑤1
𝑧−𝑤1
𝑠)
= 𝐴∗ + 𝑏∗(𝑤1
𝑧 − 𝑤1
𝑠) (31) 
Kjer so posamezni členi razloženi z naslednjimi enačbami: 
 𝐴∗ = 𝐴 +
𝑧𝑏𝐹𝑔
𝑅𝑇
 (32) 
 𝑏∗ = 𝑏 +
𝑧𝑏𝐹ℎ
𝑅𝑇
 (33) 
Faradayeva konstanta je v enačbah označena s F, g in h sta konstanti odvisni od razlike 
elektrostatskih potencialov med fazama, mi je razmerje molskih volumnov komponente 
glede na vodo, αi je proporcionalni faktor med volumnom in maso komponente i ter χij je 
Flory-Hugginsov interakcijski parameter med komponentama i in j.  
 
 
𝐴 = 𝑚3 (𝛼1 (
1
𝑚1
− 1 + 𝜒03 − 𝜒13 + 𝜒01)
+ 𝛼2𝜙 (
1
𝑚2
− 1 + 𝜒03 − 𝜒23 + 𝜒02)) 
(34) 
 𝑏 = 𝑚3(𝜒02𝛼2
2𝜙2 − 𝜒01𝛼1
2) (35) 
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 𝜙 =
𝑤2
𝑧 − 𝑤2
𝑠
𝑤1
𝑧 − 𝑤1
𝑠 (36) 
Enačba (31) predstavlja poenostavljeno pol-logaritemsko zvezo za določitev 
porazdelitvenega koeficienta v dvofaznih vodnih sistemih. Spremenljivka A* je funkcija 
molekulske mase proteina in polimerov, interakcij med delci posameznih komponent 
(protein-voda, protein-polimer in polimer-voda),  pH, vrste in koncentracije soli. Podobno 
velja za b*, ki je odvisen od molekulske mase proteina, interakcijskih parametrov 
polimer-voda, pH, vrste in koncentracije soli. [6] 
2.3 Fazni diagram 
 
Fazni diagram prikazuje sistem, ki vsebuje uravnotežene faze pri primerni temperaturi. 
Podaja informacije o koncentraciji komponent v dvofaznem sistemu in posamezne 
koncentracije v zgornji in spodnji fazi. Na koordinatnih oseh se nahajajo deleži 
posamezne komponente v sistemu. V vsakem faznem diagramu so razvidne meje med 
fazami pri določeni temperaturi. Na diagramu je razvidna krivulja, ki ločuje regije 
koncentracij komponent, imenuje se binodalna krivulja. Pod krivuljo se nahaja homogeno 
območje, nad krivuljo pa heterogeno območje sistema. V heterogenem območju se 
nahajajo množice točk, kjer imata v ravnotežju zgornja in spodnja faza enako sestavo. Na 
diagramu so te množice zarisane kot vezne črte. Za tvorbo vezne črte potrebujemo 
informacije o začetni sestavi sistema ter ravnotežno sestavo zgornje in spodnje faze. 
Dolžino vezne črte lahko ocenimo tako, da primerjamo masi med zgornjo in spodnjo fazo. 
Lahko jo tudi analitično izračunamo po enačbi: 
 𝑇𝐿𝐿 = √𝛥𝐶1
2 + 𝛥𝐶2
2 (38) 
Kjer sta ΔC1 in ΔC2 razliki koncentracij komponente v zgornji in spodnji fazi. V primeru, 
da je vrednost TLL=0, se nahajamo v kritični točki, kjer sta sestavi obeh faz enaki (točka 
C na Sliki 1). 
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Slika 1: Fazni diagram z binodalno krivuljo 
Na abscisi grafa se nahaja mešanica spodnje faze (na primer polimer-sol), na ordinati pa 
mešanica zgornje faze (na primer polimer). Točki A in B povezuje vezna črta, kjer je A 
sestava zgornje faze in B sestava spodnje faze. Točka C predstavlja kritično točko in VR 
volumsko razmerje med komponentami. Volumsko razmerje se spreminja, ko potujemo 
po vezni črti, vendar porazdelitveni koeficient ostaja enak.  
Koeficient vezne črte oziroma porazdelitveni koeficient potrebujemo za izračun drugih 
veznih črt. Dvofazni sistemi so zelo občutljivi na spremembe v začetni sestavi. Če se 
začetna sestava spremeni, lahko močno vpliva na sestavo zgornje in spodnje faze ter se 
pojavi nova vezna črta. Tudi točke na binodalni krivulji so občutljive na spremembe, saj 
se lahko sistem nenadoma pretvori iz dvofaznega v enofazni ali obratno. 
Binodalno krivuljo najpogosteje določimo tako, da najprej določimo točko zmotnitve. 
Koncentrirane osnovne raztopine se po kapljicah dodajajo v sistem, dokler ne vizualno 
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zaznamo motne raztopine v sistemu. Pri tej kritični točki imenovani tudi točka zmotnitve, 
postaneta razvidni dve različni fazi v sistemu. [7]  
Za matematični opis binodalne krivulje moramo izračunati vezne črte. Proces izračunanja 
poenostavimo z združevanjem enačb kemijskih potencialov s snovno bilanco. Nato z 
numerično metodo najmanjših kvadratov določimo binodalno krivuljo. [8] 
2.4 Razporeditev komponent med fazami 
 
Ločitev faz v raztopinah, ki vsebujejo polimere je zelo pogost pojav. Podobno obnašanje 
opazimo pri mešanici polimera in močne soli. Večina hidrofilnih polimerov ni zmožna 
mešanja med seboj. Zato se v vodni raztopini pojavita dve fazi, ki sta v ravnotežju med 
seboj. Vsaka faza je sestavljena iz večinskega dela vode ter enega izmed polimerov. V 
polimer-sol sistemu se v eni fazi nahaja polimer, druga faza pa vsebuje sol, ki je 
absorbirala vodo. 
Ravnotežje med vrhnjo in spodnjo fazo sistema določa razporeditev biomolekul. 
Koeficient razporeditve je definiran: 
 𝐾𝑝 =
[𝐾𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑘𝑜𝑚𝑝𝑜𝑛𝑒𝑛𝑡𝑒 𝐴 𝑣 𝑧𝑔𝑜𝑟𝑛𝑗𝑖 𝑓𝑎𝑧𝑖]
[𝐾𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑘𝑜𝑚𝑝𝑜𝑛𝑒𝑛𝑡𝑒 𝐴 𝑣 𝑠𝑝𝑜𝑑𝑛𝑗𝑖 𝑓𝑎𝑧𝑖 𝑝𝑟𝑖 𝑟𝑎𝑣𝑛𝑜𝑡𝑒ž𝑗𝑢]
 (39) 
Do sedaj ni bila še razvita teorija, ki bi povsem obrazložila obnašanje mešanic tekoče-
tekoče. Vendar obstajajo modeli, ki so nastali s kombiniranjem različnih teorij in ponujajo 
možne rešitve. Andrews in Asenjo sta definirala, da je gonilna sila separacije hidrofobnost 
v polimer-polimer ter v polimer-sol sistemih. Za splošen opis ATPS se uporablja 
Albertsonov model. Nakazal je na šest različnih ločitev v sistemu, vsako naj bi poganjala 
različna gonilna sila. Na razdelitev naj bi vplivali različni dejavniki: 
 Elektrokemijski – separacijo poganja električni potencial 
 Hidrofobni – kjer hidrofilne lastnosti molekul določijo  
 Bio-privlačnost - zmožnost vezanja molekul na določeno mesto v polimeru 
 Velikost molekul – pomembni lastnosti sta molska masa ter površina 
 Oblika molekul – zmožnost ločitve odvisna od oblike molekul 
Z vključevanjem vseh faktorjev, lahko izpeljemo logaritmično enačbo za koeficient 
razpodelitve: 
 
ln(𝐾) = ln(𝐾𝑂) + ln(𝐾𝑒𝑙𝑒) + ln(𝐾ℎ𝑓𝑜𝑏) + ln(𝐾𝑝𝑟𝑖𝑣𝑙𝑎č𝑛𝑜𝑠𝑡) + ln(𝐾𝑣𝑒𝑙𝑖𝑘𝑜𝑠𝑡)
+ ln (𝐾𝑜𝑏𝑙𝑖𝑘𝑎) 
(40) 
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Kjer ele, hfob, privlačnost, velikost in oblika pomenijo elektrokemijski, hidrofobni, bio-
privlačni ter koeficient velikost in oblike. KO imenovan koeficient okolice, vključuje vse 
ostale faktorje. Enačbo poenostavimo tako, da jo razdelimo na koeficiente sistema ter 
okolice: 
 ln(𝐾) = ln(𝐾𝑏𝑖𝑜𝑚𝑜𝑙𝑒𝑘𝑢𝑙𝑒 ) + ln (𝐾𝑜𝑘𝑜𝑙𝑖𝑐𝑒) (41) 
Sistem razdelitve v ATPS ni povsem znan, zato je večina sistemov optimizirana glede na 
fizikalne in kemijske lastnosti raztopin biomolekul. Faktorje, ki vplivajo na porazdelitev 
ločimo na faktorje strukture biomolekule in na faktorje okolice. [9] 
2.4.1 Faktorji strukture biomolekule 
Faktorji strukture biomolekule, ki vplivajo na porazdelitev so: molekulska masa, naboj, 
konformacija, hidrofobnost ter ostale površinske lastnosti.   
Hidrofobnost ima pomembno vlogo pri separaciji proteinov, zaradi učinka fazne 
hidrofobnosti in učinka izsoljevanja - »salting out«. Pri polimer-sol sistemih, se 
hidrofobnost spreminja z spreminjanjem TLL, molske mase polimera ali z dodajanjem 
soli. Dodatek raztopin z visoko koncentracijo soli, povzroči spremembo v faznem 
diagramu in znatno vpliva na porazdelitveni koeficient. Z »salting out« efektom se 
biomolekule premaknejo iz faze bogate s soljo v fazo bogato s polimerom. 
2.4.2 Faktorji okolice 
Dejavniki okolice, ki vplivajo na vedenje sistema so molekulska masa in koncentracija 
polimera, vrsta in koncentracija soli, pH in temperatura sistema ter gravitacijska sila. 
Večina ATPS je sestavljenih iz polimer-polimer ali polimer-sol komponent. Molska masa 
polimerov močno vpliva na separacijo. Na splošno velja, da večja kot je molska masa 
polimera, manjša je potrebovana koncentracija polimera za doseg ločitev faz. Večja kot 
je razlika med molskima masama polimerov, bolj bo asimetrična krivulja na faznem 
diagramu. V sistemu s polietilen glikolom, se vrednost porazdelitvenega koeficienta 
manjša, večjo kot imamo molsko maso polietilen glikola. 
V sistemu s polimer-sol komponentami razdelitev upada v fazi bogati s polimerom, če 
povečamo koncentracijo polimera. Medtem ko v sistemu polimer-polimer, razdelitev 
pojema v fazi s polimerom, ki ima višjo molsko maso. Takšno obnašanje se pojavi zaradi 
povečane sterične ločitve biomolekul iz faze ali zaradi sprememb hidrofobnosti faz. 
Povečanje molske mase polimera hkrati poveča hidrofobnost molekul, ker se zmanjša 
število hidrofilnih skupin. 
Temperatura močno vpliva na sestavo obeh faz v ATPS, zato za ponazarjanje sistema 
uporabljamo fazni diagram. Bližje kot je sistem kritični točki, bolj bo temperatura 
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vplivala nanj. Za dosego temperaturno stabilnega sistema, se moramo izogibati bližini 
kritične točke. Sprememba v temperaturi je razlog za nastanek različnih naklonov veznih 
črt. Spremembe v temperaturi vplivajo na separacijo preko viskoznosti in gostote. V 
sistemih polimer-polimer je separacija dosežena pri nižjih temperaturah, če je 
koncentracija polimera nizka. Nasproten učinek se pojavi pri sistemu s komponentami 
polimer-sol. [10]  
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3 Zaključek 
ATPS je enostavna in poceni separacijska tehnika. Dolgo se metoda ni uporabljala na 
industrijskem nivoju. Glavni razlog je bil slabo razumevanje mehanizma separacije ter 
tvorjenja faz, ki ga uporablja dvofazni vodni sistem. Zaradi pomankanja informacij o 
natančnem delovanju mehanizma je težko napovedati vedenje beljakovin v sistemu. Za 
določitev optimalnega ATPS je potrebna izvedba eksperimentov. Za postavitev prvega 
procesa je potrebno veliko časa ter finančnih sredstev za dosego zadovoljivih rezultatov. 
V zadnjih desetletjih se je zanimanje za uporabo ATPS pri separaciji in purifikaciji 
različnih molekul povečalo. Razvijajo se nove vrste ATPS z uporabo različnih 
komponent, kar tudi pomeni razvoj v separacijskih procesih. Vedno pogosteje se pri 
dvofaznih vodnih sistemih uporablja tudi druge metode, npr. kromatografske, z namenom 
povečanja ekstrakcije. 
Pogosto uporabljen dvofazni vodni sistem je PEG – sol. V velikem obsegu lahko povzroči 
okoljske težave zaradi velike količine kemikalij (soli in polimerov), ki so potrebne za 
oblikovanje faze ter visoke stroške, ki so posledica izvajanja učinkovitega recikliranja. 
Zato je potreben konstanten razvoj komponent sistema, da dosežemo kakovost 
recikliranih biomolekul z manjšimi stroški in brez ogrožanja okolja. Kljub temu se ATPS 
neprestano uporablja za izolacijo beljakovin v farmacevtski, živilski in kemični industriji 
zaradi visoke učinkovitosti.  [11]
Matija Pirc Termodinamske osnove dvofaznih vodnih sistemov 
15 
 
4 Seznam uporabljenih virov 
[1] M. Iqbal, Y. Tao, S. Xie: Aqueous two-phase system (ATPS): an overview and 
advances in its applications. Biol. Proced. Online 2016, 18, 1-2. 
[2] H. Walter: Partitioning In Aqueous Two – Phase System: Theory, Methods, Uses, 
and Applications To Biotechnology. Orlando: Academic Press 1985, str. 1,2. 
[3] H. Walter: Partitioning In Aqueous Two – Phase System: Theory, Methods, Uses, and 
Applications To Biotechnology. Orlando: Academic Press 1985, str. 21-29. 
[4] R. S. King, H. W. Blanch, J. M. Prausnitz: Molecular thermodynamics of aqueous 
two‐phase systems for bioseparations. AIChE J. 1988, 34, 1585-1594. 
[5] H. Walter: Partitioning In Aqueous Two – Phase System: Theory, Methods, Uses, and 
Applications To Biotechnology. Orlando: Academic Press 1985, str. 30,31. 
[6] A. D. Diamond, J. T. Hsu: Protein Partitioning in PEG/Dextran Aqueous Two-Phase 
Systems. AIChE J. 1990, 36. 1017 - 1024. 
[7] M. Rito-Palomares, J. Benavides: Aqueous Two-Phase Systems for Bioprocess 
Development for the Recovery of Biological Products. Monterrey: Springer 
International Publishing 2017, str. 3-5. 
[8] F. W. Altena, C. A. Smolders: Calculation of liquid-liquid phase separation in a 
ternary system of a polymer in a mixture of a solvent and a nonsolvent. MAMOBX 
1982, 15, 1491–1497. 
[9] A. L. Grilo, M. R. Aires-Barros, A. M. Azevedo: Partitioning in Aqueous Two-Phase 
Systems: Fundamentals, Applications and Trends. Separation & Purification Reviews 
2016, 45, 68–80. 
[10] M. A. Vazquez: Aqueous Two-Phase Systems: Properties, Functions and 
Advantages. 2018. 
[11] A. M. Goja, H. Yang, M. Cui, C. Li: Aqueous Two-Phase Extraction Advances for 
Bioseparation. J Bioprocess Biotech 2013, 4. 
